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論文内容の要旨
　深在性真菌症は、別名内臓真菌症ともいわれるように身体内部の臓器や組織が真
菌で侵される感染症のことである。従来、日本国内で使用されている深在性真菌症
の治療薬は細胞膜障害作用を有するアムホテリシンB、核酸合成阻害薬であるフル
シトシン、細胞膜エルゴステロール合成阻害活性を有するアゾール系抗真菌剤ミコ
ナゾール、フルコナゾールおよびイトラコナゾールの5薬剤であったが、2002年に
1，3・βrD一グルカン合成酵素阻害という新しい作用機序のキャンディン系抗真菌薬ミ
カファンギンが承認され、深在性真菌症に対する新しい治療が期待されている。し
かしながら、近年の医療技術の発達に伴い免疫力が低下した患者の増加や薬剤耐性
菌の出現等といった現状からも、これまでの薬剤だけでは不十分であり、深在性真
菌症の治療には新規抗真菌薬の開発がなお必要である。特に最近の深在性真菌症の
傾向として、主に．4Slρθτg∬1α3」色1η∫88加ぷvar．」伍m／826αβ（以下、．4．允mτ8∂加5）
を原因菌としたアスペルギルス症の増加が認められている。現在、深在性真菌症の
治療薬として最も汎用されているフルコナゾールは．4●1ρθ∬g∬／αs属に対する抗真
菌活性は弱いため、抗．4．允m〆8θ九ぷ作用を示す薬剤は医療現場において要求の高
い薬剤と考えられる。
　そこで、著者は抗．4．允mτg∂加8作用を有する新規化合物を求めて、菌株保有機
関（千葉大学真菌医学研究センター等）の保存菌株や新規分離菌株について抗菌ス
クリーニングを行った。その結果、抗A．んm〆88九s活性を有する化合物として、
01aゴosρo万ロ、m　sp．　IFM　49189から新規pentanorlanostane誘導体cladosporide
A（26）・D（29）を、また未同定真菌IFM52672から新規nonadrideである
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dihydroepiheveadride（32）およびその関連化合物を単離し、それらの構造決定を
行なった。さらに各化合物の構造の一部を化学変換することで、化学構造と抗真菌
活性との関連を示す知見が得られた。
　1997年に南米土壌から分離した0／∂∂08ρoτ〆αmsp」FM　49189株を米培地1500
g（米150gを10本の1L用Roux　flaskに分注）で21日間、25℃で培養した後、
CH2Cl2－EtOH（1：1）で抽出・濃縮を行ない抽出物24　gを得た。抽出物は、精製
水で懸濁した後、CHCI3で液液分配を行なうと抗真菌活性は有機層のみに存在した
ので、それを濃縮し抽出エキス14．5gを得た。次に、抽出エキス14．5　gをシリ
カゲルカラムクロマトグラフィーに付し、CHCI3，　CHC13－EtOH（50：1），
CHCI3・EtOH（5：1），　CHC13・EtOH（1：1）およびacetoneで順次溶出した。　CHCI3
およびCHC13・EtOH（50：1）分画の主成分は、　ergosterol（22）であった。抗真菌
活性はCHCI3・EtOH（50：1）分画に認められた。そこで、本分画を溶離液CH2Cl2－
acetone（20：1）で、シリカゲルLPLCによって分離を行なったところ、抗真菌活
性はergosterol　peroxide（23）を主成分とした分画に認められた。この分画を濃縮
乾固した後、MeOHを添加して溶解し遠心分離を行い、沈殿物としてergosterol
peroxide（23）と脂肪酸を除去した。上清液は溶離液90％MeOHを用いてODS逆
相LPLCで繰返し精製した後、HPLC（CHCI3：MeOH＝200：1）で精製することで、
lanosterol（24）の側鎖の炭素5個が欠損したpentanorlanostane誘導体である23，
24，25，26，27－pentanorlanost－8－ene・3β，22・diol（25）3mgとともに新規化合物で
あるcladosporide　A（26）13mg、　cladosporide　B（27）2mg、　cladosporide　C（28）2．5
mgおよびcladosporide　D（29）1mgを得た（Fig．4）。
　Cladosporide　A（26）の化学構造は、　NMRを中心とした各種スペクトルの検討と
cladosporide　A－MeOH溶媒和物のX線結晶解析の結果（Fig．8）から、4βアルデヒ
ドを持つpentanorlanostane誘導体であると決定した。　Cladosporide　B（27）、　C
（28）およびD（29）の化学構造は、cladosporide　Aと各種機器データを詳細に比較
検討することにより決定した。
　次にこれらのpentanorlanostane誘導体について、Chart　4に示したように合成
したcladosporide　Aの酸化体（30）および還元体（31）も含めて、抗真菌活性試験
を行なった。その結果、cladosporide　A（26）、　cladosporide　B（27）、　cladosporide　A
の酸化体（30）および還元体（31）は、本実験で試験菌として使用した糸状菌や酵
母の中で、．4．允mτga如sに対して特異的に抗真菌活性を示し、化合物25、
cladosporide　C（28）およびcladosporide　D（29）には抗真菌活性は認められなかっ
た。また、これらの化合物の．4．んm1痴加sに対する抗真菌活性の発現には、3位
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にβOH基もしくはカルボニル基を有することと4βメチル基に酸素官能基を有す
ることが必要であり、また抗真菌活性の強さについては、3－keto体より3βOH、
4βCH20Hよりも4β一CHO、8・eneより7，9（11）・dieneのほうが強い抗真菌活性を
示すという結論を得た（Table　8およびChart　5）。今回得られたcladosporide類の
ように側鎖が酸化的に開裂したラノステロール誘導体の真菌からの分離例はほとん
どなく、cladosporide　A（26）－D（29）は4βメチル基がアルデヒドに酸化された
pentanorlanostane誘導体の初めての例である。
　一方、2000年に南米土壌から分離した未同定真菌IFM　52672株を米培地500　g
（米100gずつ1L用Roux　flaskに分注）で25℃、28日間培養した後、
CHCl3・MeOH（1：1）の混合溶媒で抽出し、粗抽出物18gを得た。粗抽出物をそれ
ぞれ約350mLのn・ヘキサン、ベンゼン、クロロホルム、アセトンおよびメタノ
ールの順に固液抽出を行った。各抽出液についてA．允mτ8∂九5に対する抗真菌活
性を調べた結果、活性は主にn一ヘキサンおよびベンゼン抽出液に認められた。そこ
で、両抽出液を合わせ、濃縮した後、A．んm18a診μ5に対する抗菌活性を指標にして、
シリカゲルクロマトグラフィーによる分離精製を繰り返し、無色針状晶（mp
157－8℃）として新規化合物32を315mg（ジエチルエーテルより再結晶）、32の前
分画から化合物3312mg（アセトンより再結晶）を得た。化合物32および33は
ベンゼン、塩化メチレン、アセトン、メタノールなどの有機溶媒には易溶性である
が、水には不溶性であった（Fig．14）。
　化合物32は、CI－MSおよびHREI－MSから分子式をC18H2206と決定した。
化合物32は、IRスペクトルで、1770　cm’1および1840　cm’1に無水カルボン酸
に特徴的な吸収が認められ、さらに3450cm会1にOH基による吸収が認められた
ことから、マレイン酸無水物構造およびその一つのカルボニルが還元された構造の
存在が示唆された。さらに1H・1H　COSYおよびHMBC等の各種二次元スペクト
ルの解析から、32はエチル基とプロピル基を側鎖に有する九員環を基本骨格とす
る新規nonadrideであると推定した。化合物33は、CI－MSおよびHREI－MSか
ら分子式C18H2205と決定した。化合物33は、1H－，13C・NMRスペクトル、1H－1H
COSYおよびHMBC等の二次元スペクトルの解析とそれらの32との比較から、32
の12・dehydroxy誘導体であると推定した。化合物33のX線結晶解析の結果もこ
れを支持した（Fig．17）。さらに化合物32をNaBH4で還元後、　PCC酸化を行っ
たところ、得られた生成物はCDスペクトルを含めた各種機器データが33と完
全に一致したことから、　33の絶対配置を含めた立体化学は32と同一であるこ
とが明らかとなった。
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　化合物32をPCCで処理した酸化体34は、各種機器データの詳細な検討から
∬θ1mM加5、ρo∬加m力θγθaθPETCH（8加01aガs力θγθ∂θCBS　241．93）から既に単離さ
れ、平面構造のみが決定しているheveadride（35）の8位あるいは9位の立体化
学が異なるエピマー体であると推定した。そこで、35について、9位のエピマー
化反応を行なったところ、天然品34と同じ（一）の符号をもつ34が生成した（Fig．
18）。この結果から、34は35の9一エピマー体であると決定し、epiheveadrideと
命名した。したがって今回分離した活性本体である32は34のジヒドロ体であ
ることから、本化合物をdihydroepiheveadrideと命名した。
　次にheveadride（35）の4－bromoaniline誘導体（36c）について、　X線結晶解析
を行なった結果、化合物36cの絶対構造は8位がR配置、9位が8配置であるこ
とが確認された。したがって、heveadride（35）の絶対構造は8位が五配置、9位
がS配置と決定した。さらにheveadride（35）の9位が5配置であることから、9・
エピマー体であるepiheveadride（34）は32および33も含めて9位が冗配置で
あり、これらの絶対構造はFig．14の通りに決定した。また、それぞれの化合物の
化学的な関連性については、Chart　11にまとめた。
　化合物32－35および32のメチル化体38（Chart　12）について、抗真菌活性試
験を行なった。各化合物は水に不溶性であったため、NCCLS法を適用することが
出来なかったため、抗真菌活性試験はペーパーディスク法で行ない、その結果を
Table　12にまとめた。　Dihydroepiheveadride（32）は、深在性真菌症の原因菌であ
る．4．允1η∫gθ加5，Pθ刀∫o∫1万ummθτ刀θ危〆や皮膚糸状菌である　丑ゴo加ρカヅo刀
τ励τumおよび野∫0力0ρ力舛0刀mθ刀垣8τ0ρ力舛θ8のような病原性真菌を含むさまざ
まな糸状菌に対して、濃度5μ9／discで抗真菌作用を示した。化合物32の抗酵母
作用は濃度5μg／discで1乃∫o力08ρo∬o刀8θ∂力∬および勿r∫o力05ρoτo刀aβ6θτo∫∂θsの
2菌株に認められたが、それ以外の6㌧θ乃∫oθ刀5や0」ツ．刀θoZbτm∂刀5のような病原
性酵母には認められなかった。一方、32は濃度100μg／discで数種の0θ刀∂∫∂θ属
（0．∂1ゐ∫c∂刀5，0．左川sθ∫）および0ワ刀θo／bτmθ刀sの発育を阻害した。しかしなが
ら、32はいくつかのOa刀∂∫ゴ∂属（0．81∂力τ∂紘およびρかoρ∫ca万8）および黒色
糸状菌（万0刀5θcaθa．ρθ∂∬0θ0∫およびP力∫∂10ρ力0τaγθτταoosa）には発育阻害活性を
示さなかった。化合物34および35の濃度5μ9／discでの糸状菌に対する抗菌ス
ペクトルは、32と似ているが、その活性は全体的に弱かった。また、酵母に対し
て化合物32および34は、5μ9／discでは抗酵母作用が認められなかったが、100
μ9／discで互いに同様の抗菌スペクトルを示し、34の抗真菌活性は32に対して相
対的に弱かった。一方、35は0τ万刀θoZbτmθ刀5のみに抗酵母作用が認められた・
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グラム陽性菌B30∫1んs5α加τ万5およびグラム陰性菌万so力θ万o力∫a　oo万に対する抗
菌性は、いずれの化合物にも認められなかった。
　これらの結果から、nonadride構造における抗真菌活性は8位および9位の側
鎖の立体化学の違いよりも12位のカルボニル基の還元によるヘミアセタール構
造のほうが強く関与していると考えられた。次に32の12位の水酸基をメチル化
した38の抗真菌活性は32と比べて著しく低下した。このことから、強い抗真菌
性の発現には水酸基が遊離の状態である必要が考えられた。
　Nonadride類は、1965年に担子菌みア5ぷoo力1∂mア5んル∂から（＋）－byssochlamic
acid　が単離・構造決定されたのが最初の例である。以降、十数種のnonadride類
が自然界から分離されているが、dihydroepiheveadride（32）のように部分的に還
元されたnonadrideについてはPθ刀∫oゴ11∫αmτα力mmからnonadrideとしての
主成分rubratoxin　Bとともに分離されたrubratoxin　Aの1例のみであり、
dihydroepiheveadride（32）は2番目の例である。
　Nonadride類の生理活性については、マイコトキシン、ファイトトキシン等の報
告があるが、各活性の作用機序についての報告はない。また、最近になってras
farnesyl　transferaseおよびsqualene　synthaseに対して顕著な阻害活性を示す
CP－263，917およびCP・263，114が単離された。この報告は、　nonadride類の生理
活性作用が医薬品開発のリード化合物になりうる可能性を示しており、今回得られ
たdihydroepiheveadride（32）についても詳細な作用機序の解明により新規深在性
真菌症治療薬の開発に寄与できると考える。
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Fig．4Chemical　Structures　of　Cladosporide　A－Dand　Their　Related　Compounds
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Fig．8．　Perspective　View　of　the　Crystal　Structure　of　Cladosporide　A（26）
　　　　Methanol　Solvate　with　Thermal　Ellipsoids　at　30％Possibility
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Chart　4．
Table　8．　Antifungal　Activity　of　Compounds　25－31
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Fig．17．　Perspective　View　of　the　Crystal　Structure　of　32
　　　with　Thermal　Ellipsoids　at　50％Possibility
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　　　　　　＜HPLC　conditions＞
　　　　　　Column：mertsil　ODS－3（4．6φ×250　mm）　Flow　rate　　　：1．O　ml／min
　　　　　　Eluent　：60％MeCN　in　O．1％TFA　　　　　　Column　temp．：room　temp．
　　　　　　Detector　A：UV（246　nm）　　　　　Detector　B：Optical　Rotation（OR）
Fig．18．　HPLC　Chromatogram　for　Epimerzation　of　Heveadride（35）
Fig．19．　Perspective　View　of　the　Crystal　Structure　of　36c
　　　　　　with　Thermal　Ellipsoids　at　50％Possibility
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Table　12．　Antimicrobial　Activities　of　Compounds　32－35　and　38
Microorganisms
Diameter　of　Inhibition　Zone（mm）
　　　　　32　　　　　　　　　　　　34　　　　　　　　　　　　35
5μg　　100μg　　　5μg　　100μg　　　5μg　　100μg
　　　　　　　　　　＜Filamentous　fungi＞
A励1η∂台㎝∂力θ刀加mθθIFM　41160
／15ρθロ〃α5砺ws　IFM　41935
∠4叩θ瑠泓μs∫レノ刀輻a～μsIFM　41243
．4βρθれ痴1μ5允ヱη糎加sIFM　41362
A5ρθrg班μs允π～輻ぼ加51FM　47078
／1卿θrgゴZ1α5η」汐θr　IFM　41398
αθ（わ口）力垣わρ力omα鍵m’oηガIFM　4808
』盈コ2θ1ソヒθZ～8刀ゴゴα力刀ぷIFM　46997
⑳㎡θηηρρ砂’oη砺㏄05αmIFM　46637
1わ刀sθα～θa」ρθφ刀sα’IFM　4887
1屯5θ1ソ〉～1ηOU卯orα1ηIFM［53787
施sa加η？sola加IFM　52712
2M｝’αrosporμ刀20θ刀工51FM　45108
」％ηjc泌’ロ1η刀ロロ1刀θ危ゴIFM［52703
ほ了1∫c肋’ロηコ1η∂㎜θ危ゴIFM　52697
乃jaノρρ力oれ～γθπατoθ81FM　4928
8bθαb5ραワ’α1η孕ρ正06ρθτmμm　IFM　52028
励ヒゐOW力γ加刀η2θ刀彪8加助ア’θs　IFM　40951
7h’〔ヵ（刀）毎孟oηmロ方∫診sc力θ＆穎IFM　45579
伽泌ρρれεoητα加α1ηIFM　45802
施とカo助ア’oηZて）］ロ5αmη51FM　5275
ク｝ゴ遠oψア次2ηγθ宵ロoo5α刀コIFM　46798
m泌（初加ノZoηロヂと吻oα～1ηII司M【46913
　　　　　　　　　　　　　　＜Yeasts＞
αη（ガ由∂／加α～刀sATCC　90028
0aη（ガda　alb∫caηs　ATCC　90029
0凌刀｛ガ虚～g血加a紘IFM　40217
α11d互とカ～8α泌’εηηoz2垣IFM　46823
0と～1コ∂抱a、＆θ励IFM　46921
0と～刀血1θ、ピαsθゴIFM　46834
αη直由」ρ81習ps刀と）田b　IFM　46863
α刀㎡㎝左η卿ぬ胎IFM　46816
αアρωcoccusηθolbnηa刀s　ATCC　90112
品o（カ∂m1η戸θ50θ陀口’s1迫θ1］醐40210
1写仇垣aηαηθ血IFM　53788
伽訪03ρo刀㎜θsθ励「IFM　48429
伽ヒゐo卵oれ）1コa5Zθ眉01’ぬβIFM　48608
　　　　　　　　　　　　　＜Bacter▲a＞
仇c〃αぷsψ白五sATCC　6633
1克（カeηセカ∫覆coli　B
20　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　9
26　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－
20　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－
20　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－
23　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－
21　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　一
一　　　　　26　　　　　　－　　　　　一　　　　　　一　　　　　一
24　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－
13　　　　　　　　　　　　9　　　　　　　　　　　　8
10　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－
12　　　　　　　　　　　　9　　　　　　　　　　　　9
25　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　9
21　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－
11　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　一
17　　　　　　　　　　　11　　　　　　　　　　　11
30　　　　　　　　　　　12　　　　　　　　　　　12
20　　　　　　　　　　　12　　　　　　　　　　　8
17　　　　　　　　　　　13　　　　　　　　　　　11
28　　　　　　　　　　　12　　　　　　　　　　　　9
10　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－
25　　　　　　　　　　　16　　　　　　　　　　　13
一 　　　　　　 16　　　　　　　－　　　　　　15　　　　　　　－ 　　　　　　一
一 　　　　　　 19　　　　　　　－　　　　　　19　　　　　　　－　　　　　　一
一 　　　　　　14　　　　　　　－　　　　　　11　　　　　　　－　　　　　　9
－　　　　　20　　　　　－　　　　　一　　　　　　一　　　　　一
15　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　－
10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿
Paper　disc（i．　d．6mm）was　used．
The　minus（一）means　no　inhibition，
Compounds　33　and　38　were　shown　no　antimicrobial　activities．
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論文審査の結果の要旨
　申請者は、深在性真菌症の中でも近年増加傾向にあるアスペルギルス症の主
な原因菌であるASρぴg111ロ5血mjga加sに対して特異的に抗真菌作用を有する新規
化合物を求めて、南米土壌を中心とした新規分離菌株について抗菌スクリーニ
ングを行なった結果、αado5po亘ロm属菌IFM　49189株及び未同定真菌IFM52672
株のエキスの抗A．fumigatus活性に着目し、その成分検索を行った。
　南米土壌から分離したCladosporium属菌IFM　49189株を米培地で培養した後、
CH2Cl2－EtOH（1：1）で抽出を行い、得られた残渣を水とCHCI3で液液分配を行っ
て、抽出エキスを得た。本エキスについて抗真菌活性を指標にしながらカラム
クロマトグラフィー等で分離・精製し、23，24，25，26，27－pentanorlanost－8－ene－3β，
22－diolとともに同様のpentanorlanostane骨格を有する新規化合物cladosporide　A、
B、C及びDを単離した。　Cladosporide　Aの化学構造は、　NMRを中心とした各
種機器スペクトルの詳細な解析とcladosporide　A－MeOH溶媒和物のX線結晶解析
の結果から、4β位にアルデヒドを持つpentanorlanostane誘導体であると決定し
た。Cladosporide　B、　C及びDの化学構造は、　cladosporide　Aと各種機器データを
詳細に比較検討することにより決定した。これらのcladosporide類は4β一ホル
ミル基を有する化合物であり、cladosporide　Aとcladosporide　C、　cladosporide　Bと
cladosporide　Dは互いに3位の水酸基の立体配置が異なるdiastereomerである。こ
れら及びcladosporide　Aから誘導した酸化体、還元体について抗真菌活性試験を
行なった結果、試験菌として使用した糸状菌や酵母の中で、cladosporide　Aと
cladosporide　BのみがA、．血mjga加sに対して特異的に強い抗真菌活性を示した。そ
の結果、これらpentanorlanostane誘導体では4β一CHO基及び3一β一〇H基を有
することが抗真－菌活性の強さに強く関係しており、8－eneより7，9（11）－dieneのほ
うが若干強い抗真菌活性を示すことがわかった。
　Cladosporide　Aは4β一メチル基がホルミル基に酸化されたpentanorlanostane
誘導体の初めての例であり、A．血mfgaω8に対して特異的な抗真菌活性を示す
Mer－NF8054Aと同じステロイド様化合物であることは興味深い。
　一方、未同定真菌IFM　52672株の米培養エキスについては、各種クロマトグ
ラフィーを駆使して、分離・精製を繰り返した結果、新規nonadrideである抗真
菌性物質dihydroepiheveadrideとその12－dehydroxy誘導体を単離した。これらの
平面構造はIR、　MSスペクトル及びIH．1H　COSY、　HMBC等の各種二次元スペク
トルの解析、また12－dehydroxy体のX線結晶解析の結果から、エチル基とプロ
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ピル基を側鎖に有する九員環を基本骨格とする新規nonadhdeであると決定した。
さらにdihydroepihevea－drideのNaBH4還元後PCC酸化によって得られた生成物
がCDスペクトルを含めて12－dehydroxy体と一致したことから、両者の立体化学
は絶対配置を含めて同一であると決定した。
　DihydroepiheveadrideをPCC酸化で生成したepiheveadrideは、既にHelmj励o－
　8porium加veaeから単離され、平面構造のみが決定しているheveadrideの8位
あるいは9位の立体化学が異なる立体異性体であることがわかった。そこで、こ
れら一連のnonadrideの立体化学を決定するために、　heveadrideの9位の異性化
反応を行なったところ、天然と同一の旋光性を有するepiheveadrideが得られた。
これまでに2つのアルキル側鎖を隣接炭素上に持つnonadrideは、前述の
heveadrideのほか、地衣類αadoηfa　polyαロpolde8からhomoheveadrideが単離され
ているが、それらの側鎖の立体化学はいずれも未定のままであった。今回、
heveadrideの4－bromoaniline誘導体のX線結晶解析の結果、　dihydroepiheveadride、
heveadride等一連のnonadride類の立体化学および絶対配置を明らかにすることが
できた。
　Dihydroepiheveadrideのように部分的に還元されたnonadrideの単離例はPeη∫－
　c∫111ロmrubmmから主成分rubratoxin　Bとともに分離されたrubratoxin　Aのみで
あり、dihydroepiheveadrideは2番目の例である。Dihydroepiheveadrideはアスペル
ギルス症の原因菌であるA5peエgfllus属菌や丁冗c加ρ力yωmneηfagrq坤yfesなどの
皮膚糸状菌を含む糸状真菌類に対して特異的に抗菌性を示すことが明らかとな
り、その抗菌活性は静菌的であることが阻止円の観察から示唆された。また、抗
真菌作用については、得られた関連化合物や化学変換で生成した化合物の抗真
菌活性の比較から、dihydroepiheveadrideのようなnonadride類の抗真菌活性の発
現にはヘミアセタール構造が強く関与していることが示唆された。
　以上の研究内容から、本論文は、学位論文として充分評価しうるものであり、
博士（薬学）の学位を授与するに値するものであると認める。
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